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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung der Salmonella enterica-Impfstamme
»,TAD Salmonella vacE", ,Salmovac SE* und ,Nobilis S GI9R*
gemal § 5 Absatz 1 GenTSV

.TAD Salmonella vackE"

Der Impfstamm ist eine Streptomycin- und Rifampicin-resistente Stoffwechselmutante von
Salmonella enterica enterica Serovar Enteritidis 318. Dieser Ausgangsstamm hat in Mausen
eine LDs, (ip) = 10° KbE und wird deshalb als deutlich virulenzabgeschwacht im Vergleich zu
anderen Salmonella enterica enterica Serovar Enteritidis (LDso (ip) = 10*? KbE) bezeichnet. Die
oben genannten Spontanmutationen fihren durch Ver&nderungen in der Transkription und
Translation zu einer Verlangerung der Generationszeit von normalerweise 22 min auf 28 min.
Zusétzlich besitzt der Impfstamm eine ,supersensitivity to quinolones“-Mutation (ssg-Marker),
die durch chemische Mutagenese mit N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin in  die
Stoffwechselmutante eingefiihrt wurde. Dieser antiepidemische ssg-Marker beruht auf
Mutationen in Genen fir die duRere Membran des Bakteriums. Als Konsequenz zeigt das
Bakterium eine erhdhte Sensitivitéat gegen Uber Tensiden und Makrolidantibiotika, sowie eine
verringerte Uberlebensfahigkeit in der Umwelt. Die Reversionsrate aller drei Mutationen liegt
jeweils bei 107-10%3,

Bei Impfungen von 795,000 Huhnern wurden keine Krankheiten festgestellt, die auf den
Impfstamm zuriickzufiihren waren. Eine Uberdosierung mit 10'° KbE bei Hihnerkiiken hatte
keine Nebenwirkungen. Gleiche Ergebnisse wurden bei Gabe des Impfstammes an andere
Geflugelarten, Kalber und Schweine verzeichnet?. Eine Infektion des Menschen mit diesem
Impfstamm wurde bisher nicht festgestellt®. Dieser Impfstoff fir Hihner ist seit Juli 1999 vom
Paul-Ehrlich-Institut (PEI) zugelassen.

~Salmovac SE*

Es handelt sich um ein Lebendvakzin gegen Salmonellen-Infektionen bei Hihnern. Der
verwendete Impfstamm ist von dem Plasmid-freien Stamm Salmonella enterica enterica
Serovar Enteritidis 6403 PT4 abgeleitet. Der Verlust von Serovar-spezifischen Plasmiden bei
Salmonella enterica enterica Serovar Enteritidis fuhrte nach Chart et al. in Mausexperimenten
zu einer Erhéhung der LDs, von <20 auf >10° KbE®.

Eine zusatzliche Attenuierung wurde bei dem Impfstamm Uber die Einflhrung einer Adenin- und
einer Histidinauxotrophie durch chemische Mutagenese mit N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin
erreicht. Die Einfihrung der Auxotrophien fihrte in NMRI-Mausen zu einer weiteren
Virulenzabschwachung um ca. eine Zehnerpotenz®. Die Reversionsrate fiir beide Mutationen
lag jeweils bei 107, damit ergibt sich eine theoretische Riickmutationsrate von 10 um beide
Auxotrophien aufzuheben. Die Auxotrophien dienen auch zur Differenzierung des Stammes von
virulenten Wildtypstdammen. In Versuchen mit Mausen und Hihnerkiken konnte auch nach
einer Uberdosierung und mehrfachen Gabe des Impfstammes keine Unvertraglichkeits-
reaktionen festgestellt werden. Die Untersuchungen zur Uberlebensfahigkeit des Impfstammes
in Hihnerexkrementen zeigen, dass dieser mit 13 Tagen deutlich schlechter Uberlebt als der
Ausgangsstamm mit 40 Tagen. In Experimenten zur Sicherheit des Vakzins fir den Menschen
konnte in Stuhlproben von Personen, die intensiv mit dem Impfstoff gearbeitet haben, keine
Infektion mit dem Impfstamm nachgewiesen werden®. Der Impfstamm ist gegeniiber
therapeutischen Antibiotika sensitiv. Dieser Impfstoff fir Hihner gegen Salmonelleninfektionen
wurde Ende 1999 durch das Paul-Ehrlich-Institut zugelassen.

Bewertung:

Nach 8 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV werden die Salmonella
enterica-Impfstamme in den Lebendvakzinen ,TAD Salmonella vacE" und ,Salmovac SE" als



% Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit

Spender- und Empfangerorganismus fir gentechnische Arbeiten in die Risikogruppe 1
eingestuft.

Begriindung:
Die Einstufung in die Risikogruppe 1 begrindet sich im Wesentlichen auf die langjéhrige
sichere Anwendung dieser Impfstamme.

Hinweis:

Es ist jedoch zu bertcksichtigen, dass die Mutanten durch Klonierung von Fremd-DNA, die
auch in einem Gemisch von DNA-Sequenzen (z. B. Genbanken) vorliegen kann, zum Wildtyp
komplementiert werden kénnen. Eine Hoherstufung der GVO’s in die Risikogruppe 2 ist dann
im Einzelfall notwendig.

Gentechnische Arbeiten, bei denen bakterielle Nukleinsauresequenzen in die Mutanten
eingefiihrt werden, die die Uberlebensfahigkeit der Bakterien erhéhen kénnen oder die fiir
Virulenzfaktoren anderer pathogener Bakterien kodieren, sind zur Einstufung der ZKBS
vorzulegen.

»,Nobilis SGOR"

In diesem Impfstoff wird eine LPS-Mutante (semi-rough) des Wildtypstammes Salmonella
enterica enterica Serovar Gallinarum 9 verwendet. Dieser Wildtypstamm hat eine ausgepragte
Wirtsspezifitat fir Gefligel. Salmonella gallinarum wird allgemein als apathogen fir Mause,
Kéalber und Menschen beschrieben. Allerdings gibt es zwei Veroffentlichungen von 1933 bzw.
1934, in denen von lIsolationen aus Saugetieren berichtet wird. Andere Verdffentlichungen
zeigen, dass die Infektionsdosis fiir Mause bei oraler Gabe mit 10"® KbE deutlich hoher als fiir
Hihner mit 100 bzw. 10*? KbE (Infektion am Tag 0 bzw. 21) ist. Trotz der Infektion zeigen die
Méause keine Krankheitssymptome'. In den USA wird mit dem Ausgangsstamm im BSL 2
gearbeitet.

Die 9R-Mutante wurde 1956 von Smith entwickelt und wird seither als Lebendvakzin gegen die
virulenten Stamme S. enteritidis, S. gallinarum und S. pullorum verwendet. Der teilweise Verlust
der Lipopolysaccharide fuhrt bei der Mutante zu einer abgeschwachten Virulenz fiur Gefugel.
Allerdings ist die genetische Ursache dieser Attenuierung bisher nicht geklart”. Nach
Herstellerangaben ist die Virulenzabschwéchung Gber 50 Passagen in bebriteten Eiern und
funf Passagen in Gefligel stabil. Der Stamm kann bei den geimpften Kiken eine milde
Salmonellose hervorrufen, die sich pathologisch durch Lasionen in Leber und Milz manifestiert,
aber nicht todlich ist’. Die Herstellerfirma gibt in ihrem Datenblatt zu ,Nobilis SG9R* an, dass
der Impfstamm das Potential hat Menschen zu infizieren. Diese Infektion kann sich in klinischen
Symptomen &uRern. Uber die vorhandene Novobiocin-Resistenz kann der Impfstamm leicht
von Wildtypstammen differenziert werden.

In dem Vakzin ,Nobilis SG9R" ist der Impfstamm Salmonella enterica enterica Serovar
Gallinarum 9R im August 2001 fir die Vakzinierung von Hihnern vom PEI zugelassen worden.

Bewertung:

Nach 8§ 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV wird der Salmonella
enterica-Impfstamm in dem Lebendvakzin ,Nobilis SG9R* als Spender- und
Empfangerorganismus fur gentechnische Arbeiten in die Risikogruppe 2 eingestuft.

Begriindung:

Der Ausgangsstamm Salmonella enterica enterica Serovar Gallinarum 9 besitzt eine hohe
Wirtsspezifitat fur Geflligel. Trotzdem haben Versuche mit Mausen und Kalbern gezeigt, dass
eine Infektion, wenn auch mit héheren Dosen als bei HUihnern, mdglich ist. Zudem ist nach
Angaben der Herstellerfirma nachgewiesen, dass der Impfstamm humanpathogenes Potential
hat und Infektionen beim Menschen auslésen kann, die sich in klinischen Symptomen auR3ern.
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